
本试剂盒仅用于科研、实验室                                                                 南京建成 www.njjcbio.com 

公司地址：南京市玄武区中央路 258-27 号新立基大厦      在线咨询（QQ）：800033596      E-Mail：njjcbio@vip.163.com 

联系电话：025-83360321、83360969、83551389     技术支持：025-83360272/83360217、19951670086     说明书 2026.3.25 更新 

 

游离脂肪酸（NEFA）测定试剂盒说明书 
（货号：A042-1-1   比色法   50 管/48 样） 

[注]：此实验须用分光光度计比色,不能用半自动、全自动生化分析仪及酶标仪比色！ 

免责声明．．．．: 测试前请仔细阅读说明书,预试后再进行批量实验,否

则由此导致的后果用户自行承担! 

一、测定原理： 

游离脂肪酸（NEFA）能与铜离子结合形成脂肪酸的铜

盐而溶于氯仿中，其含量与游离脂肪酸含量成正比。用铜试

剂测定其中铜离子的含量，即可推算出游离脂肪酸的含量。 

二、试剂盒组成与试剂配制：（试剂盒有效期 3 个月） 

试剂一：三氯甲烷(分析纯），自备。 

试剂二：缓冲液，40mL×1 瓶，室温保存。 

试剂三：铜试剂，甲液 30mL×1 瓶，乙液 30mL×1 瓶，丙

液 5mL×1 瓶，4℃保存。试剂三铜试剂的配制：

按甲液∶乙液∶丙液=10∶9∶1 的比例进行配制，

需多少配多少，配好后 4℃可保存二周。 

试剂四：显色剂，粉剂×2 支，稀释液 10mL×2 瓶，4℃保存。

试剂四显色剂的配制：临用时将 1 支粉剂溶解于 1

瓶 10mL 稀释液中，配好后 4℃可保存二周。 

试剂五：棕榈酸标准品粉剂×2 支，溶剂 50mL×1 瓶，4℃保

存。1000µmol/L 棕榈酸标准品的配制：将一支粉

剂用溶剂溶解后定容至 20mL（注意用溶剂将装粉

剂的小离心管洗净）。 

试剂六：蒸馏水 40mL×1 瓶（做空白管用）。 

三、所需仪器及试剂： 

         可见光分光光度计及 1cm 光径比色皿，涡旋混匀器，

离心机，三氯甲烷（分析纯），玻璃注射器及硬膜外麻醉针

心针套（本公司有售）。 

四、操作步骤：  

  1、样本前处理： 

     血清（浆）等液体样本：可直接使用（若有固体物存在，

可 4000 转/分离心 5 分钟后取上清检测）。 

     组织样本：准确称取组织重量,按重量(g):体积(mL)=1:9 的比

例,加入 9 倍体积的匀浆介质（如生理盐水或无水乙醇

等）,冰水浴条件下机械匀浆,4000 转/分,离心 10 分钟,

取上清液待测。 

     细胞样本：不推荐用此法，可用本公司另一款货号为

A042-2-1 的试剂盒检测。 

  2、操作表：（可用带盖玻璃试管或耐腐蚀的 10mL 离心管操作） 

 空白管 标准管 测定管 

蒸馏水（mL） 0.2 0.2  

1000µmol/L 棕榈酸标准品（mL）  0.2  

待测样本（mL）   0.2 

试剂二缓冲液（mL） 0.5 0.5 0.5 

试剂三铜试剂（mL） 1.0 1.0 1.0 

三氯甲烷（mL） 4.0 3.8 4.0 

充分混匀抽提 2 分钟，4000 转/分离心 10 分钟，仔细吸去上层蓝色液

体及蛋白凝块弃之，吸取下层抽提液 2mL 进行显色。详细操作见注．．．．．．。 

下层抽提液（mL） 2.0 2.0 2.0 

显色剂（mL） 0.25 0.25 0.25 

混匀，室温放置 2 分钟，在 440nm，1cm 光径，三氯甲烷调零后分光

光度计测定各管吸光值 A。 

[注]：详细抽提操作步骤： 

1、充分混匀 1~2 分钟（混到管内溶液不分层即可）。如果您

没有磨口试管，可用一次性 10mL 离心管代替（用前需

将离心管加氯仿测试其是否发生反应）。 

2、混匀完后以 4000 转/分离心 10 分钟，若发现下层液体呈

半凝固状态、凝固层较厚或下层液体不足 2mL 时，则可

用小玻棒或移液器吸嘴轻轻搅拌后再次离心，直至分层

清楚。 

3、 然后用移液器小心吸取上层液体及凝固层并弃之。 

4、 取注射器及硬膜外麻醉针心针套，将硬膜外麻醉针心插

入针套中，小心插入下层抽提液中，拔出针心，接上注

射器，吸取下层抽提液 2.3～2.5mL 至另一试管中。（这样

可避免上层液体及凝固层混入下层液体中，若混入上层

液体及凝固层，则需重新离心后再取下层抽提液，否则

会影响结果。）若偶然发现抽提液有雾状混浊，可放入

37℃水浴 1～2 分钟即可。 

5、再用套好注射器的穿刺针从上述试管中准确吸取 2mL 下

层抽提液加入另一试管中，加显色剂进行显色。 

6、比色皿在用蒸馏水冲洗干净后，还必须用无水乙醇冲洗，

然后加三氯甲烷调零，否则加入的三氯甲烷中会混有水

珠（三氯甲烷和水不互溶）。 

以上几点为实验成败的关键，望用户多加注意！  

五、计算公式： 

1、血清（浆）及其它液体样本计算公式： 

      标准
空白标准

空白测定

-

-

）含量（
液体样本中 C

μmol/L
NEFA





  

2、组织样本按蛋白浓度计算公式： 

CprC
μmol/

NEFA





 标准

空白标准

空白测定

-

-

蛋白）g含量（
组织样本中

 

3、组织样本按质量计算公式： 
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以上公式中： 

C 标准：标准品浓度，1000µmol/L； 

Cpr：组织样本蛋白浓度，g/L。 

W：组织样本重量，g； 

V 样总：组织样本匀浆时匀浆液的总体积，L。 

 

七、注意点： 

1、实验必须用分光光度计比色，不可用酶标仪、半自动及全

自动生化分析仪比色（有机溶剂对这些仪器会有损坏）。 

2、显色前吸取下层抽提液时，吸管不要触及管壁，以免沾染

管壁上粘着的铜试剂。下层抽提液必须清澈，否则会使结

果偏高。 

3、胆红素可被试剂一抽提而干扰比色，故黄疸血清须做一对

照管，即最后不加显色剂而用正丁醇代替，在测定管光密

度读数中减去此对照管的光密度读数。 

    4、若是用无水乙醇等有机溶剂提取组织，则无需再测其蛋

白浓度，按质量公式计算。 
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附录：实验中可能出现的问题 
在做游离脂肪酸的时候空白很高，也有的老师操作结果中标

准和测定结果都很高，甚至能达到 3.000 以上，大多数情况下是

由于操作问题引起的，下面是关于 NEFA 实验所要注意的几个问

题： 

1、在做组织样本的时候，不能将样本一起做成匀浆，因为组织

在做成匀浆后，很多指标含量都会快速下降。一般应该是上

午做好匀浆，下午就要测定完。样本太多一次不能操作完的，

当天能做几个样本就做几个匀浆，最好是按分组取样，每组

均要有样本参与，这样能减少批间差。 

2、关于移液枪的使用，建议刚做实验的老师用倒退法加样，以

减少误差。并且在实验前最好能够多加练习，如反复移蒸馏

水，当加样熟练后，可进一步用无水乙醇和血清进行练习，

这样可以提高加样的准确性。 

3、在 NEFA 的混匀过程中，玻璃试管操作最好用橡皮塞塞住试

管口后，按住试管上部混匀。切忌握住试管中部或者下部，

因为这样会使混匀不充分，导致抽提不充分。 

4、实验时所用器皿应当仔细洗刷并且烘干，如果有污染，则可

能会对实验造成不必要的损失。例如：在配制铜试剂时，容

器不干净，则可能导致配制出的铜试剂浑浊，而非澄清透亮。

如果在实验过程中试管不干净，也可能引入杂蛋白，甚至造

成空白管也能出现中间蛋白层的现象。 

5、试剂配制时应按照说明书的顺序进行。例如：在铜试剂配制

时，如果按照打乱顺序配制，即不按照甲、乙、丙的顺序，

那么也有可能会使配制好的铜试剂出现浑浊现象，从而不能

使用。 

6、实验时的自备试剂不能有污染，特别是蒸馏水，很多实验失

败都是因为最容易忽略的蒸馏水受到了污染，引入杂离子或

者杂蛋白。 

7、离心后的上层铜试剂建议客户用移液器吸出。在吸下层抽提

液时，应该用适当大小的穿刺针，如果穿刺针过大，例如用

牛的穿刺针，有可能携带过多的上层铜试剂或者中间的蛋白

层，如果吸到上层的铜试剂，在比色中会使吸光度特别高，

引起结果偏差很大，并且做不同实验时所用的穿刺针不应交

叉使用，最好每个实验所用的玻璃移液管或者穿刺针能够固

定不变。（本公司提供相应的穿刺针购买）（穿刺针即硬膜外

麻醉针） 

8、在比色过程中，应保证分光光度计使用恰当无误。比方说有

的老师在调零时，只用一个比色皿调零，另一个比色皿没有

冲洗和调零就直接使用，会造成初始值就偏高的现象，因为

比色皿会吸附颜色。 

9、在配制试剂过程中，最好能够严格按照我们说明书上的量进

行准确量取，以加强实验的准确性，不能随便倒取。 


